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して考えられているがそのメカニズムは不明であった。そこで、 ùz γlfro での代謝抑制モデルを用い、虚血状態より
の回復期がグリアへ及ぼす影響を観察した。
〔方法ならびに成績〕
1.グリア初代培養系の作成 胎齢18日目のラットの前脳を 5 -7 日間初代培養した後、トリプシン処理で継代する
ことでグリアのみの培養系を作成し 5 日目に下記の実験に供した。
2. il vitro での代謝抑制モデルの作成 1 mM NaCN と 20mM 2-deoxyglucose を含む溶液で30分間培養すること
により il1 vitro で細胞内環境が低酸素及び虚血状態になるようにした状態(代謝抑制モデル :MI)と、その後通常の
培地で細胞を培養し代謝抑制より回復するようにした状態(回復期モデル: Re) を設定した口
3. ERK の活性化 脳室周囲白質軟化症の病態の一つにグリオーシスがあるので、細胞内伝達系の一つで主に増殖
に関与している ERK に着目した。細胞内の ERK の活性化は抗 ERK 抗体で免疫沈降後その基質である MBP へ
の32p の取り込みより測定した。代謝抑制されたグリアにおける ERK 活性は 5 分以内に増強し 15 分でピークとなり、
その後減弱した。回復期における ERK 活性は代謝抑制時よりも明らかに強く刺激され持続した。
4. ERK 活性化の機構 次に回復期における ERK 活性化の機構を検討した。細胞内の Ca2+が増加し、 PKC 活性が
変化することで脳に障害を与えると言われていることから PKC 活性と ERK 活性との関連を検討した。 1μM
PMA を 16時間添加し細胞内 PKC を枯渇させたり、 PKC 阻害剤である 1μM staurosporine を 10分間添加すると回
復期30分後の ERK 活性化は明らかに抑制された。このことから、回復期における ERK 活性化に PKC が関与して
いる事が示唆された。さらに細胞外の Ca2+の流入と脳障害との関与が言われており、 Ca2+ と ERK との関連を検討し
た。細胞外 Ca2+を除去する目的で EGTA を添加したところ、回復期30分後の ERK は完全に抑制される事より、回
復期における ERK 活性化に細胞外 Ca2+の流入の関与が示唆された。 L チャンネル阻害剤である nifedipine を添加し
ても ERK 活性は抑制されず、 NMDA 受容体阻害薬を添加すると一部抑制されることより、 NMDA 受容体を介す
る Caれの流入が主に関与していると思われる。細胞内 Ca2+の増加が再濯流時の過酸化反応を惹起し細胞障害を起こ
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すと考えられているため、活性酸素と ERK 活性との関連を検討した。活性酸素除去剤である SOO 添加により回復
期30分後における ERK 活性が明らかに抑制された。この事から回復期における ERK 活性化と活性酸素との関与が
示唆された。
5. ERK 活性化のグリオーシスへの関与 MTS アッセイにて代謝抑制の有無によりその後のグリアの増殖に違いが







に、ラット胎生期のグリア培養細胞を用い、細胞内情報伝達の中枢である Extracellular signal-Regulated protein 
Kinase (ERK) の関与を検討したものである。 In vitro でグリア培養細胞に30分間の代謝抑制期を与えると回復期
のグリア細胞数が有意に増加し、また ERK も代謝抑制期よりの回復期に活性化された。さらに、 ERK 活性化経路
を遮断すると代謝抑制期よりの回復期のグリア細胞数増加が有意に抑制された。従来考えられている脳室周囲白質軟
化症のメカニズムと同様に、この ERK 活性化には NMOA 受容体を介した protein kinase C 、 superoxide の関与
があきらかとなった。これらの事実より、脳室周囲白質軟化症の病態であるグリア細胞の増殖のメカニズムに ERK
が関与している事が示された。
本研究は、今後、脳室周囲白質軟化症の予防を考える上で基礎的データを集積したものであり、先進的内容を含ん
でいる点で非常に価値のある研究であり、学位論文に値すると考えられる o
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